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1.   EINLEITUNG 
 
Ziel der eigenen Untersuchungen 
Das Mesotheliom leitet sich von den Deckzellen der serösen Häute – Pleura, 
Peritoneum und Perikard her. Diese stammen entwicklungsgeschichtlich aus dem 
Mesoderm. Es besteht ein ätiologischer Zusammenhang mit einer Asbestexposition. 
Die Prognose ist trotz vielfältiger Anstrengungen auch unter Einschluß neuerer 
Zytostatika und immuntherapeutischer Ansätze noch immer ungünstig. 
Bei der Untersuchung der Wirkung zweier neuer Substanzen, nämlich von Taxol und 
Interferon-Beta, auf das Proliferationsverhalten von Mesotheliomzellen fanden sich in 
Vorversuchen Hinweise auf einen atypischen Thymidinstoffwechsel maligner 
Mesothelzellen. 
Ziel dieser Arbeit war es, das Verhalten benigner und maligner Mesothelzellen sowie 
vergleichsweise auch von Ovarialcarcinomzellen bei der Koloniebildungsmethode, 
der Autoradiographie und der Tritiumthymidininkorporation mit und ohne Taxol und 
Interferon systematisch zu untersuchen und besonders im Hinblick auf den 
Thymidinstoffwechsel zu interpretieren. 
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2. MATERIAL UND METHODEN 
2.1 Herkunft der Zellinien 
 
Als in-vitro-Modell des Mesothelioms dienten die vier etablierten Mesotheliomlinien 
ZK 70, 125, 643 und 684. Diese wurden im Pathologischen Institut der Universität 
Gießen etabliert. Es handelte sich hierbei um epitheliale Mesotheliome. Benigne 






Die Anzucht der Zellen erfolgte in RPMI-Medium(Fa. Biochrom) mit 15% foetalem 
Kälberserum (Fa. Biochrom) in Zellkulturflaschen der Fa. Falcon. Als Inkubator 
diente ein Begasungsbrutschrank der Firma Heraeus. Das Inkubationsvolumen betrug 
25ml Kulturmedium, welches alle zwei Tage gewechselt wurde. Die 
Inkubationstemperatur lag konstant bei 37°C. Der Inkubator hielt den CO2 -Gehalt 
der Atmosphäre im Innenraum bei 5% konstant. Die Zugabe von Aqua ad iniectabilia 
in den Innenbehälter des Brutschrankes bewirkte durch Verdunstung eine 
Luftfeuchtigkeit von nahezu 100%. 
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Kultur unter hypoxischen Bedingungen 
 
Zum Erreichen hypoxischer Kulturbedingungen wurde zunächst 24 Stunden lang eine 
Stickstoffüberdruckbegasung durchgeführt. Die dann gemessenen 
Sauerstoffkonzentrationen lagen unter 1%. Die jeweiligen Medikamente wurden nach 
Erreichen hypoxischer Bedingungen zugegeben(Dreiwegehahn). 
 




Die Firma Dr. Rentschler stellte Interferon-Beta(Fiblaferon) zur Verfügung. Es 
handelt sich hierbei um gentechnologisch hergestelltes natürliches Interferon-Beta. 
Die Stammlösung wurde von einer Ausgangskonzentration von 1 Mio I.E/ml mit 




Die Firma Bristol lieferte Taxol(Paclitaxel); dieses lag in der Ausgangskonzentration 
6mg/ml vor und wurde mit Kulturmedium(RPMI 1640 mit 15% foetalem 
Kälberserum) auf eine Endkonzentration von 3, 6, bzw. 12ng/ml verdünnt. 
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2.4   Die Koloniebildungsmethode 
Die Koloniebildungsmethode basiert auf der Fähigkeit einzelner isolierter Zellen zur 
Teilung und damit zur Bildung eines Klons. Eine Kolonie umfaßt mindestens 50 
Zellen. Nach Aussaat von jeweils 1000 Zellen auf 5ml Kulturmedium(RPMI-Medium 
mit 15% foetalem Kälberserum) in Kulturflaschen der Fa. Falcon(50 ml Inhalt, 
Wachstumsfläche 25cm²) wurde den Kontrollgruppen kein Zusatz beigegeben, den 
Versuchsgruppen jeweils Fiblaferon bis zu einer Endkonzentration von 25 bzw.  
50 I.E./ml bzw. Taxol bis zu einer Endkonzentration im Kulturmedium von 6ng/ml. 
Die Zellen wurden anschließend 5 Tage bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Nach 5 
Tagen wurde das Medium abgekippt und die gebildeten Kolonien mit 
Kristallviolett(Fa. Serva) gefärbt und ausgezählt.  
2.5    Autoradiografien 
Zunächst wurden 1 Mio Zellen auf Petrischalen(Fa Greiner) ausgesät. Das 
Inkubationsvolumen betrug 5ml. Die Kontrollgruppen wurden ohne Zusätze im 
Kulturmedium ausgesät. Parallel zu den Kontrollgruppen wurden Versuchsgruppen 
mit 100 I.E: Fiblaferon, 12 ng Taxol/ml Kulturmedium sowie Kombinationen aus 
beiden Substanzen angesetzt. Dem Kulturmedium wurde 1 MicroCi/ml 
Tritiumthymidin (22Ci/mmol, Amersham) bzw. 1 MicroCi (22Ci/mmol) Tritium-
Thymidintriphosphat (Amersham)zugesetzt. Die Zugabe der Tracer erfolgte jeweils 
an drei aufeinanderfolgenden Tagen , d. h. nach einer Exposition mit Interferon bzw. 
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Taxol von 24, 48 oder 72h und bei den entsprechenden Kontrollgruppen. Nach einer 
Inkubationszeit von sechs Stunden wurde das Medium abgekippt,  und die 
Petrischalen wurden vorsichtig zweimal mit destilliertem Wasser abgespült und 
anschließend an der Luft getrocknet. Die Belichtung der angewandten Fotoemulsion 
der Firma Kodak dauerte anschließend zwei Wochen. 
2.6    Die Tritium-Thymidin-Inkorporationsmethode 
Zur Untersuchung der DNA-Synthesehemmung kam die von Collins und Johnson an 
Fibroblasten erprobte Tritium-Thymidin-Inkorporationsmethode(11; 19; 20; 21; 74) 
zur Anwendung. Die Zellen wurden auf 24-Lochplatten der Firma Falcon ausgesät. 
Das Inkubationsvolumen betrug jeweils 1ml. Neben den Kontrollgruppen ohne 
weitere Zusätze im Kulturmedium kamen Gruppen mit 100 I.E. Interferon-Beta bzw 
12ng Taxol/ml sowie Kombinationen aus beiden Substanzen zur Untersuchung. Die 
Zugabe der beiden Tracer erfolgte nach einer Expositionszeit von 24, 48 bzw. 72 
Stunden gegenüber dem Kontrollmedium bzw. Interferon und Taxol.. Die Kulturen 
wurden eine Stunde lang mit Tritium-Thymidin oder Tritium-
Thymidinmonophosphat bei 37° und 5% CO2 inkubiert.  
Tritiumthymidinmonophosphat entsteht aus Tritiumthymidintriphosphat nach 
Abspaltung eines Pyrophosphatrests. Tritiumthymidintriphosphat wurde von der Fa. 
Amersham in  Alkohol gelöst geliefert. Das Gesamtvolumen betrug zunächst 0,250 
ml. Wir füllten mit Aqua ad iniectabilia auf ein Gesamtvolumen von 1ml auf. In der 
so entstandenen wässerigen Lösung ist Tritiumthymidintriphosphat nicht stabil; es 
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erfolgt eine Hydrolyse mit Abspaltung eines Pyrophosphatrestes, der wiederum 
hydrolytisch in zwei Phosphationen gespalten wird. Die Methylgruppe des Thymidins 
trägt das Tritiumatom. Folglich werden in den Autoradiografien bzw. in den 
Inkorporationsversuchen auch bei Spaltung des Thymidins bzw. 





Abb. 1   Tritium - Thymidin 
Lokalisation des 
Tritiumatoms 







Nach Abnahme des Markierungsmediums wurden die Zellen zweimal mit 0,5ml 
5%iger Trichloressigsäure behandelt und das entstandene Präzipitat mit 
SDS(DodecylesulfateNa Salt) solubilisiert. Je 0,1 ml wurden zur Proteinbestimmung 
nach Markwell(50) abgenommen. Die verbleibenden 0,4 ml wurden mit je 4ml 
Lokalisation des 
Tritiumatoms 




Abb. 2 Tritium – Thymidin – Monophosphat 
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Szintillationslösung (Rotiszint 2200 der Fa. Roth, Karlsruhe) durchmischt und in 
Mikrovials im Beta-Counter gemessen. Die gemessene Aktivität wurde auf  das 
Gesamtprotein bezogen 
 
2.7     Statistik 
Für jede Stichprobe wurde der Mittelwert M und die Standardabweichung s 
berechnet. Die Streuung der Standardabweichung s(sest)wurde nach der Formel 
s(sest) = s                             errechnet. 
                  2n 
Zur Signifikanzprüfung wurde zunächst die Differenz der Mittelwerte M1-M2 
berechnet. Die Differenz der Mittelwerte wurde nach der Formel in t-Werte überführt:   
t      =              M1-M2            ;   wobei sM    =   sest 
                           sM                                                  n 
Die Anzahl der Freiheitsgrade beträgt n-1(n = Umfang der Stichprobe). Die 
Signifikanzschranke wurde mit p= 5% festgesetzt. Anhand der Freiheitsgrade wurde 
das zugehörige Intervall der t-Werte bestimmt(Tabelle). Die Differenzen zwischen den 
Stichproben wurde für signifikant angesehen, wenn der errechnete t-Wert außerhalb 
des 95%-Intervalls lag. 
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3.      Ergebnisse 




Sowohl Interferon als auch Taxol wirken sich auf die Koloniebildung der ZK70- in 
den Konzentrationen  25 I.E.bzw. 6ng und 12 ng aus: Beide Substanzen reduzieren 
alleine die Koloniebildung um 50-60%. Kombinationen reduzieren die 
Koloniebildung auf unter 10%. Hypoxische Zellen verhalten sich dabei nicht 
unterschiedlich (Tab. 1und Abb. 4, s. auch Tab.8 auf S. 80).  
 
Tab.1 Effekt von Interferon und Taxol auf die Koloniebildung bei oxischen und anoxischen 
ZK 70 Mesotheliomzellen 
 Anzahl der Kolonien   
 oxisch  anoxisch  
Behandlung MW SD MW SD 
Kontrolle 249,83 10,80 268,50 8,78 
6ng Taxol 120,33 6,01 135,16 10,30 
12 ng Taxol 84,33 4,57 94,00 4,54 
25I.E.Int 85,00 5,65 105,50 5,12 
6ng +25I.E. 10,50 3,30 11,50 2,98 
12ng+25I.E. 6,83 2,26 7,16 2,26 
 
MW=Mittelwert, SD= Standardabweichung 
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Abb.4. Effekt von Interferon und Taxol sowie Kombinationen auf die Koloniebildung bei 
oxischen und anoxischen ZK 70 Mesotheliomzellen 
 
Tritiumthymidininkorporation  
Tab. 2  Effekt von Interferon und Taxol auf den Tritiumthymidineinbau 
                              Aktivität(pCi/µg Protein) 
Behandlung                    MW                     SD 
Kontrolle 184,13 30,59 
12ng Taxol 140,78 27,59 
 100I.E.Int. 161,64 21,3 
100I.E.+12 ng 109,52 21,3 
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Abb.5 Effekt von Interferon und Taxol auf den Tritumthymidineinbau bei ZK 70 
Mesotheliomzellen 
Die Tabelle und die Abb. 3.2 zeigen den Effekt von Interferon und Taxol sowie 
Kombinationen auf die Tritiumthymidininkorporation in die Mesotheliomzellen der 
Linie ZK 70. Interferon und Taxol haben keinen signifikanten Effekt, die 
Kombination zu einer Reduktion der Thymidininkorporation um 30%(s. auch Tab. 9 
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Kapitel 3.2-3.5 zeigen Autoradiografien unterschiedlicher Zelltypen mit 
Tritiumthymidin und Tritiumthymidinmonophosphat. Die Kapitel 3.6-3.7 stellen die 
Verteilung der beiden Tracer Tritiumthymidin und Tritiumthymidinmonophosphat in 
den Autoradiografien an 3 aufeinanderfolgenden Tagen dar. Im folgenden kommt die 
Mesotheliomlinie ZK 684 zur Darstellung, alle 4 in gleicher Weise untersuchten 
Mesotheliomlinien zeigten ein gleichartiges Verteilungsverhalten der Tracer. Alle 
fertiggestellten Autoradiografien wurden in 40facher Vergrößerung mikroskopiert und 
fotografiert. Die Darstellung erfolgte im gleichen Maßstab; Größenunterschiede der 
einzelnen Zelltypen bzw. gleicher Zellinien unter Behandlung sind nicht auf 
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3.2 Autoradiografien unbehandelter Mesotheliomzellen der Linie ZK 643 mit 
Tritiumthymidin 
Die Autoradiografien unbehandelter Zellen der Mesotheliomlinie ZK 643 mit 
Tritiumthymidin  am Tag 3 nach der Aussaat fallen in erster Linie durch die völlig 
fehlende Kerndarstellung auf. Es erfolgt eine Aufnahme des Tracers ausschließlich 
ins Cytoplasma(Abb. 6). 
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Unbehandelte Zellen der Ovarialcarcinomlinie sp3 am Tag 3 nach der Aussaat nehmen 
den Tracer Tritiumthymidin ausschließlich in die Zellkerne auf(Abb. 7). 
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3.4    Autoradiografien benigner Mesothelzellen mit Tritiumthymidin 
Die folgende Abbildung(8) zeigt eine benigne Mesothelzelle ohne Behandlung nach 
Exposition mit Tritiumthymidin am Tag 3 nach der Aussaat. Ein Einbau in die 
Zellkerne findet in geringem Umfang statt, ebenso ein geringer Einbau ins 
Cytoplasma. 
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3.5 Autoradiografien benigner Mesothelzellen mit 
Tritiumthymidinmonophosphat 
 
Im Zentrum der Abbildung(9 ) steht eine benigne Mesothelzelle der gleichen Linie 
wie 3.4 ohne Behandlung nach Exposition mit Tritiumthymidinmonophosphat am 
Tag 3 nach der Aussaat. Es findet eine deutliche Markierung des Kerns und auch eine 
Aufnahme des Tracers  ins Cytoplasma statt. 
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3.6   Autoradiografien der Mesotheliomlinie ZK 684 mit Tritiumthymidin 
 
3.6.1 Unbehandelte Zellen 
 
Die folgenden Abbildungen (10-12) zeigen Autoradiografien unbehandelter 
Mesotheliomzellen der Zellinie ZK 684 an den drei auf die Aussaat folgenden Tagen. 
Als Tracer wurde Tritiumthymidin eingesetzt. Die Zellzahl in den Petrischalen nimmt 
im  im Verlauf von Tag 1-Tag 3 zu; jedoch ohne erkennbare Markierung der 
Zellkerne. Diese weisen keinerlei Inkorporation des Tracers auf. Eine geringe 
Aufnahme des Tracers ins Cytoplasma ist hingegen erkennbar. Diese nimmt 
innerhalb der Beobachtungstage etwas zu. 
 
   Abb 10 Autoradiografie mit Tritiumthymidin unbehandelter Mesotheliomzellen der 
Linie ZK 684 am 1. Expositionstag 













Abb.11  Autoradiografie mit Tritiumthymidin unbehandelter  Mesotheliomzellen 
der LinieZK 684 am zweiten Expositionstag 
 
Abb.12  Autoradiografie mit Tritiumthymidin unbehandelter Mesotheliomzellen der 
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3.6.2 nach Interferon  
 
Die Autoradiografien mit dem Tracer Tritium-Thymidin Interferon-Beta-behandelter 
Zellen der Mesotheliomlinie ZK 684 an den drei auf die Aussaat und Zugabe des 
Interferon(100 I.E./ml Kulturmedium)  folgenden Tagen zeigen keine 
Kernmarkierung. Im Gegensatz zu den unbehandelten Zellen nimmt die Zellzahl 
nicht erkennbar zu. Eine leichte Schwärzung des Cytoplasmas ist ebenfalls erkennbar. 
 
 
          Abb. 13 Autoradiografie mit Tritiumthymidin Interferon-behandelter Zellen der 















Abb. 14 Autoradiografie Interferon-behandelter Mesotheliomzellen der Linie ZK 
684 am zweiten Expositionstag 
 
                        Abb.15 Autoradiografie mit Tritiumthymidin Interferon-behandelter 
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3.6.3 nach Taxol  
 
Nachfolgend(Abb. 16-18) sind Autoradiografien Taxol-behandelter Zellen der 
Mesotheliomlinie ZK 684 an den drei auf die Aussaat und Taxolzugabe folgenden 
Tage abgebildet. Als Tracer diente wiederum Tritiumthymidin; Taxol wurde in der 
Konzentration 12ng/ml Kulturmedium eingesetzt. Man beobachtet am ersten Tag 
wiederum eine Schwärzung des Cytoplasmas bei gleichzeitiger Aussparung der 
Zellkerne. Die Schwärzung des Cytoplasmas ist im Vergleich zur Kontrollgruppe 
etwas verstärkt. Diese nimmt am zweiten Expositionstag noch zu; die Kerne sind 
schlechter abgrenzbar, jedoch nicht markiert. Der Zellverband löst sich auf und 
Schwankungen der Zellgröße sind zu verzeichnen. 
Abb.16 Tag 1 Autoradiografie mit Tritiumthymidin Taxol-behandelter 
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Abb. 17 Autoradiografien mit Tritiumthymidin Taxol-behandelter 
Mesotheliomzellen der Linie ZK 684 am zweiten  Expositionstag  
 
Abb. 18 Autoradiografien mit Tritiumthymidin Taxol-behandelter 
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3.6.4 nach Interferon-und Taxol  
Die Autoradiografien Interferon(100I.E./ml Kulturmedium)- und 
Taxol(12ng/mlKulturmedium)-behandelter Zellen an den drei auf die Aussaat und 
Zugabe des Interferon und Taxol folgenden Tage lassen eine im Vergleich zur 
Kontrollgruppe stark verminderte Zellzahl und schwere morphologische 
Schädigungen der Zellen erkennen. Am ersten Expositionstag findet sich eine 
Schwärzung des Cytoplasmas. Eine Kernmarkierung kommt nicht zur Darstellung. 
Ab dem zweiten Tag kommen Schwankungen der Zellform-und größe hinzu. Am 
zweiten Tag sind die Zellen eher vergrößert, am dritten Tag steht die Schrumpfung im 
Vordergrund.  
 
Abb.19. Autoradiografie mit Tritiumthymidin Interferon-und-Taxol-behandelter 
Mesotheliomzellen der Linie ZK 684 am ersten Expositionstag 
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Abb. 20 Autoradiografie mit Tritiumthymidin Interferon-und Taxol-  behandelter - 
Mesotheliomzellen der Linie ZK 684 am Tag 2  
 
Abb.21 Autoradiografie mit Tritiumthymidin Interferon-und Taxol-  behandelter 
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3.7 Autoradiografien der Mesotheliomlinie ZK 684 mit 
Tritiumthymidinmonophosphat 
 
3.7.1 Unbehandelte Zellen  
 
Autoradiografien unbehandelter Mesotheliomzellen der Linie ZK 684 mit 
Tritiumthymidinmonophosphat an den drei auf die Aussaat folgenden 
Tagen lassen eine deutliche Schwärzung des Cytoplasmas erkennen. Die 
Kernmarkierung nimmt im Verlauf der drei Beobachtungstage 
kontinuierlich zu. Parallel dazu erhöht sich die Zelldichte.                                                                                                         
Abb.22 Autoradiografie mit Tritiumthymidinmonophosphat unbehandelter 
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Abb.23  Autoradiografien mit Tritiumthymidinmonophosphat unbehandelter 
Mesotheliomzellen der Linie ZK 684 am Tag 2 
 
Abb.24 Autoradiografie mit Tritiumthymidinmonophosphat unbehandelter 
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3.7.2 nach Interferon 
 
            In den folgenden Abbildungen kommen Autoradiografien mit Interferon(100I.E./ml 
Kulturmedium) behandelter Mesotheliomzellen der Zellinie ZK 684 an den auf die 
Aussaat und Interferonzugabe folgenden drei Tagen zur Darstellung. Zunächst kommt 
es zu einer erheblich vermehrten Schwärzung des Cytoplasmas , die nach 3 Tagen 
wieder rückläufig ist. Die Interferon-behandelten Zellen zeigen am dritten 
Expositionstag keine Kernmarkierung mehr. 
Abb.25 Autoradiografie mit Tritiumthymidinmonophosphat Interferon-behandelter 




 - 28 - 






Abb.26 Autoradiografien mit Tritiumthymidinmonophosphat Interferon-
behandelter Mesotheliomzellen der Linie ZK 684 
 
Abb. 27 Autoradiografien mit Tritiumthymidinmonophosphat Interferon-   










 - 29 - 
3.7.3 nach Taxol  
 
Die autoradiografisch mit Tritiumthymidinmonophosphat als Tracer dargestellten mit 
Taxol(12ng/mlKulturmedium) behandelten Zellen(Abb.28-30) weisen am ersten 
Expositionstag nach der Aussaat und Taxolzugabe nur eine geringe Aufnahme des 
Tracers auf. Am zweiten Expositionstag nimmt die Schwärzung des Cytoplasmas 
massiv zu; am dritten Tag ist keine Kernmarkierung zu verzeichnen. 
 











Abb.29  Autoradiografie Taxol-behandelter Zellen der Linie Zk 684 mit 
Tritiumthymidinmonophosphat am Tag 2 
 
Abb. 30 Autoradiografie Taxol-behandeltert Mesotheliomzellen der Linie ZK 684 
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3.7.4 nach Interferon und Taxol  
Die Autoradiografien mit Interferon und Taxol behandelter Zellen der 
Mesothelionlinie ZK 684 mit Tritiumthymidinmonophosphat weisen am ersten der drei 
auf die Aussaat und Zugabe des Interferon(100I.E./mlKulturmedium) und 
Taxol(12ng/mlKulturmedium) folgenden Tagen eine massive Zunahme der 
Schwärzung des Cytoplasmas auf. Diese ist am zweiten Tag etwas rückläufig. Am 
dritten Tag sind die Zellen wiederum morphologisch verändert mit starker Zunahme 
des Volumens der verbliebenen Zellen bzw. Zelltrümmern.                                                                                                                                                 
Abb.31  Autoradiografie Interferon-und Taxol-behandelter Zellen der Linie ZK 684 










Abb.32 Autoradiografie Interferon-und Taxol-behandelter Zellen der Linie ZK 684 
am Tag2 mit Tritiumthymidinmonophosphat  
 
Abb. 33 Autoradiografie Interferon-und Taxol-behandelter Zellen der Linie ZK 684 
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Bei den unbehandelten Mesotheliomzellen zeigt sich an den drei aufeinanderfolgenden 
Tagen eine Zunahme der Zellzahl. Die Mesotheliomzellen bilden Kolonien. 
Tritiumthymidin wird in die Mesotheliomzellen inkorporiert; eine Kernmarkierung ist 
jedoch an keinem der drei Untersuchungstage zu erkennen. Die Inkorporation ins 
Cytoplasma wird im Verlauf deutlicher. Die Zellkerne erscheinen als zentrale 
Aufhellung in der randständigen Schwärzung des Cytoplasmas. 
Bei der Markierung unbehandelter Mesotheliomzellen mit 
Tritiumthymidinmonophosphat an den drei auf die Aussaat folgenden Tagen zeigt sich 
wiederum ein Anwachsen der Kolonien. Eine Inkorporation des Tracers findet an allen 
Untersuchungstagen statt. Am ersten auf die Aussaat folgenden Tag zeigt sich 
überwiegend eine Markierung des Cytoplasmas mit zentralen, den Zellkernen 
entsprechenden Aufhellungen. Nur einzelne Kerne sind markiert. Im Verlauf der 
beiden nächsten Tage nimmt die Kernmarkierung zu und tritt in den Vordergrund. 
Nach Zugabe von Interferon sistiert die Zellproliferation, was sich in der geringen 
Zellzahl niederschlägt. Eine Inkorporation des Tritiumthymidin findet dennoch statt. 
Die Schwärzung des Cytoplasmas ist am ersten Tag besonders deutlich. Eine 
Kernmarkierung fehlt wiederum. Zusätzlich treten am dritten Tag Schwankungen in 
der Zellgröße auf. Einige Zellen weisen ein deutlich verkleinertes Volumen auf.  
Tritiumthymidinmonophosphat wird am ersten Expositionstag ebenfalls am stärksten 
in die Interferon-behandelten Mesotheliomzellen inkorporiert. Der Einbau erfolgt 
überwiegend ins Cytoplasma, daneben findet eine geringe Kernmarkierung statt. Im 
Verlauf der beiden folgenden Tage nimmt die Inkorporation ins Cytoplasma wieder ab; 
eine Kernmarkierung findet am dritten Tag nicht mehr statt. 
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Taxol-behandelte Mesotheliomzellen zeigen am ersten Expositionstag eine verstärkte 
Inkorporation von Tritumthymidin ins Cytoplasma ohne begleitende Kernmarkierung. 
Der Tracer ist zum Teil grobschollig verteilt. Die Zellkerne erscheinen wiederum als 
zentrale Aufhellung. An den beiden folgenden Tagen treten morphologische 
Veränderungen ein; der Zellverband bricht auseinander und das Zellvolumen 
schwankt. Die Mesotheliomzellen sind gegenüber der Kontrollgruppe aufgetrieben 
oder geschrumpft. Die intrazelluläre Verteilung des Tracers wird deutlich inhomogener 
mit grobscholligen Schwärzungen. 
Taxol-behandelte Mesotheliomzellen  nehmen Tritumthymidinmonophosphat am 
ersten Expositionstag ebenfalls in geringen Umfang ins Cytoplasma auf. Die 
intrazelluläre Verteilung ist wiederum grobschollig. An den beiden folgenden  Tagen 
nimmt die Inkorporation deutlich zu. Am zweiten Expositionstag sind die 
Mesotheliomzellen nahezu vollständig geschwärzt. Am dritten Expositionstag zeigen 
sich ringförmige Ablagerungen des Tracers im Cytoplasma. Allerdings sind nur die 
gegenüber den Kontrollzellen massiv aufgetriebenen Mesotheliomzellen dargestellt. 
Die unter Taxol-Behandlung geschrumpften Mesotheliomzellen stellen sich nicht dar.  
Mesotheliomzellen, die mit Kombinationen aus Interferon und Taxol behandelt 
wurden, zeigen lediglich am ersten Expositionstag eine geringe Inkorporation von 
Tritiumthymidin ins Cytoplasma. Bereits am zweiten Expositionstag treten erhebliche 
morphologische Veränderungen auf. Das Zellvolumen ist vergrößert, die Zellen sind 
abgerundet und zeigen unregelmäßig angeordnete grobschollige Einlagerungen des 
Tracers. Am dritten Expositionstag zeigen sich nur  wenige Zellen  mit überwiegend 
vermindertem Volumen ohne erkennbare Inkorporation des Tracers. 
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3.8     Zeitverlauf des Tritumthymidineinbaus in die Mesotheliomzellen 
Tab. 3. Zeitverlauf des Tritiumthymidineinbaus in 
Mesotheliomzellen(ZK 684)  
  
   
       
 Tritiumthymidineinbau(pCi/µg Protein)  
 Tag 1  Tag 2  Tag 3  
Behandlung MW SD MW SD MW SD 
Kontrolle 23,07 3,00 30,61 9,22 37,82 8,92 
12 ng Taxol 26,27 4,27 25,58 4,38 53,11 9,97 
100 IE ß-Int. 19,26 4,11 36,66 9,37 39,68 2,80 




Abb. 34  
Zeitverlauf des Tritiumthymidineinbaus in Mesotheliomzellen (ZK 684) 
 
Die Tritiumthymidininkorporation nimmt innerhalb der drei Beobachtungstage 
kontinuierlich zu (Verdoppelung der proteinbezogenen Inkorporation). Signifikante 
Unterschiede zwischen behandelten  und nicht behandelten Zellen ergeben sich 
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3.9 Zeitverlauf des Tritiumthymidinmonophosphateinbaus in 
Mesotheliomzellen (ZK 684) 
 
Tab 4  Zeitverlauf des proteinbezogenen Tritumthymidinmonophosphateinbaus in 
unbehandelte sowie Interferon-und Taxol-behandelte Mesotheliomzellen(ZK 684)  
  Tritium-Thymidin-Monophosphat-Einbau 
(pCi/µgProtein) 
 
 Tag 1  Tag 2  Tag 3  
Behandlung MW SD MW SD MW SD 
Kontrolle 266,11 145,08 181,08 31,85 598,26 65,93 
12 ng Taxol 178,2 116,00 121,02 34,00 531,77 65,92 
100 IE ß-Int. 252,07 200,49 83,74 15,52 280,99 12,93 
12 ng/100 IE 169,02 18,55 62,36 6,56 177,18 4,39 
MW=Mittelwert 
SD=Standardabweichung 
Abb.35 Zeitverlauf des proteinbezogenen Thymidinmonophosphateinbaus in 
Mesotheliomzellen(ZK 684) 
 
Der Tritiumthymidinmonophosphateinbau zeigt am ersten Behandlungstag keine 
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Der Einbau unterliegt an den ersten beiden Behandlungstagen starken Schwankungen. 
Ab dem zweiten Behandlungstag zeigen Interferon und Kombinationen aus Interferon 
und Taxol signifikante Effekte. Am dritten Behandlungstag steigt der Einbau in die 
nicht behandelten Zellen sprunghaft an. Der Einbau in die kombiniert behandelten 
Zellen bleibt hinter den Kontrollgruppen zurück (30% bezogen auf die 
Kontrollgruppe). Interferon alleine führt zu einem Rückgang der 
Tritiumthymidininkorporation auf 46% im Vergleich zur Kontrollgruppe. Taxol 
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3.10 Einfluß von Interferon und Taxol auf die Tritiumthymidininkorporation 
bei Ovarialcarcinomzellen(sp3)  
Die Tabelle 5 und die Abbildung 36 zeigen die Tritiumthymidininkorporation in 
Ovarialcarcinomzellen der Linie sp3 ohne Behandlung bzw. unter Interferon-und 
Taxolzugabe sowie Kombinationen. Taxol zeigt alleine signifikanten keinen Effekt, 
während Interferon alleine die Inkorporation des Tracers um 47% reduziert. 
Kombinationen reduzieren die Inkorporation auf 30%(s.auch Tab 16 auf S.88 im 
Anhang). 
 
 Tab.5 Effekt von Interferon und Taxol auf die 
Tritiumthymidininkorporation bei sp3-Ovarialcarcinomzellen 
 Aktivität Protein (pCi/µg) 
 Mittelwert Standardabweichung 
Kontrolle 1662,18 627,83 
12ng Taxol 1859,02 70,61 
100I.E.Int. 888,22 106,45 
12ng+100I.E. 504,03 203,24 
 
Abb.36 Effekt von Interferon und Taxol auf 
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 Tab 6 Effekt von Interferon und Taxol auf die 
Tritiumthymidnmonophosphatinkorporation bei sp3-
Ovarialcarcinomzellen 
 Aktivität Protein (pCi/µg) 
Behandlung Mittelwert Standardabweichung 
Kontrolle 1911,45 511,31 
12ng Taxol 2211,19 691,88 
100I.E.Int 1209,35 453,9 




Abb. 37 Effekt von Interferon und Taxol auf  























 - 40 - 
Die Tabelle 6 und die Abbildung 37 zeigen den Einfluß Interferon und Taxol auf die 
Inkorporation von Thymidinmonophosphat der Ovarialcarcinomlinie sp3(s. auch Tab 
17 auf S. 89 im Anhang). Taxol alleine zeigt keinen signifikanten Effekt, Interferon 
alleine reduziert die Tritiumthymidinmonophosphatinkorporation auf 63% der 
Kontrollgruppe, Kombinationen hingegen auf 17%. Dies entspricht den mit 
Tritiumthymidin gefundenen Effekten. Die für Interferon und Kombinationen aus 
Interferon und Taxol gefundenen Reduktionen der Tritiumthymidin-bzw. 
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3.12 Zusammenschau der Ergebnisse 
 
 
In der Tabelle 7 sind die untersuchten Zellinien hinsichtlich Koloniebildung, 
Kernmarkierung mit Tritumthymidin und Tritiumthymidinmonophosphat sowie der 
Inkorporation der extrahierbaren Aktivität vergleichend dargestellt. Ferner ist die 
Bedeutung des Zeitfaktors für das Zustandekommen von Koloniebildung, 
Kernmarkierungen und Inkorporation von Aktivität durch die Angabe der jeweiligen 
Untersuchungstage nach der Aussaat der Zellen hervorgehoben. 
 
 
Tab. 7 Zusammenschau der Ergebnisse 
 Untersuchungs- Zelltypen   
 tage Mesothelien, benigne Mesothelien, maligne Ovarial-ca 
Koloniebildung 5 + + + 
 5 (+) (+) + 
 5    
     
³H-Thymidin- 1  Cytoplasma  
Markierung 2  Cytoplasma  
 3 Kerne Cytoplasma +++ Kerne 
     
³H-Thymidin- 1  (+) +++ 
Inkorporation 2  (+)  
 3  (+)  
     
³H-Thymidin- 1 +   
Monophosphat- 2    
Markierung 3 +++(Kerne und Cytoplasma) + Kerne  
³H-Thymidin- 1  + +++ 
Monophosphat- 2  +  
Inkorporation 3  +++  
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4.      DISKUSSION 
 




Beim Vergleich der Ergebnisse aus der Koloniebildungsmethode mit den Ergebnissen 
der Tritiumthymidininkorporationsmethode fällt zunächst die massive Diskrepanz 
zwischen den in der Koloniebildungsmethode gezeigten antiproliferativen Effekten 
sowohl für Interferon wie für Taxol und Kombinationen aus beiden Substanzen und 
dem geringen Rückgang der Tritiumthymidininkorporation auf. Die Hypoxie hat 
offenbar keinen Einfluß. Diese Ergebnisse legen einen veränderten 
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4.2.1.1 Unterschiedliches intrazelluläres Verteilungsverhalten der beiden     
Tracer 
 
Bei der Beurteilung der Autoradiografien nicht behandelter Zellen fällt zunächst die 
nahezu fehlende Kernmarkierung der untersuchten Mesotheliomzellen durch ³H-
Thymidin, nicht jedoch durch ³H-Thymidinmonophosphat auf. Im Gegensatz hierzu 
stehen die Zellinien sp3 sowie benigne Mesothelien, die nach Zugabe beider Tracer 
eine deutliche Kernmarkierung zeigen. Ferner ist eine deutliche Schwärzung im 
Bereich der Zellmembran und des Cytoplasmas bei Mesotheliomzellen und benignen 
Mesothelien nach Zugabe von ³H-Thymidinmonophosphat auffällig. Diese ist in 
geringerem Ausmaß auch nach Zugabe von ³H-Thymidin bei Mesotheliomzellen, 
nicht jedoch bei sp3 zu beobachten. Eine fehlende Kerndarstellung nach Zugabe von 
³H-Thymidin gilt als Ausdruck fehlender Zellproliferation(18;19;20);³H-Thymidin 
wird als spezifischer Vorläufer ausschließlich der DNA angesehen, der in der S-Phase 
des Zellzyklus eingebaut wird(23;24;25). Eine selektive Darstellung der S-Phase wird 
angenommen. Die ³H-Thymidininkorporation gilt somit als Maß für die DNA-
Synthese während des Zellzyklus und damit für die Zellproliferation. Eine fehlende 
Zellproliferation als Ursache der beobachteten Phänomene ist im vorliegenden Fall 
jedoch auszuschließen, da die im gleichen Ansatz mit ³H-Thymidinmonophosphat 
parallel untersuchten Zellen eine im Verlauf von drei Tagen zunehmende 
Kernmarkierung aufweisen. Außerdem steigt die Zelldichte in den Kulturschalen 
innerhalb von drei Tagen deutlich an. Geht man jedoch von einer fehlenden 
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Kernmarkierung proliferierender Zellen durch ³H-Thymidin aus, so ist die Ursache 
dafür in der Thymidinaufnahme und Verstoffwechselung und somit im 
Transportsystem und der Enzymausstattung der Mesotheliomzelle zu sehen. 
4.2.1.2 Transport und Verstoffwechselung von Thymidin und     
Thymidinmonophosphat 
³H-Thymidin gelangt über erleichterte Diffusion, ³H-Thymidinmonophosphat als 
geladenes Teilchen über einen aktiven Transport in die Zelle(23). Zwischen dem 
Thymidin im Extrazellulärraum und dem im Intrazellulärraum gelösten Thymidin 
stellt sich innerhalb Sekunden ein Gleichgewicht ein. Die Gesamtmenge des im 
Intrazellulärraum gelösten Thymidins ist niedrig. Das intrazelluläre Thymidin wird 
während der DNA-Synthese rasch erneuert(23). Eine Interkonversion in andere 
Nukleotide findet nicht statt (23;24). Das aufgenommene Thymidin wird zunächst im 
Cytoplasma durch die Thymidinkinase zu Thymidinmonophosphat phosphoryliert. 
Die Thymidinkinase(TK) kommt in zwei unterschiedlichen Isoenzymen (TK1 und 
TK2) im Cytosol und in den Mitochondrien(5;12;17;38;45;56) vor. Die Aktivität der 
mitochondrialen Thymidinkinase beträgt 1-2% der Aktivität der cytosolischen 
Thymidinkinase. Ein Fehlen der Thymidinkinase wurde in Eukaryonten bisher kaum 
beschrieben. Hierbei handelt es sich meist um Mutanten innerhalb etablierter 
Zellinien im Rahmen der genetischen Instabilität(3;20;41,60). Beziehungen zu 
anderen Stoffwechselwegen, z.B.der Galaktokinase(87) bzw Sensibilitäten gegenüber 
Interferon(30) wurden untersucht; regelmäßige Zusammenhänge sind jedoch nicht 
 - 45 - 
nachgewiesen(3;23;39;54;74). Die Empfindlichkeiten gegenüber 
Zytostatika(alkylierende Substanzen, Inhibitoren der Thymidylatsynthetase) sind vom 
intrazellulären TTP(Thymidintriphosphat)-Pool abhängig(95) und korrelieren nicht 
zwangsläufig mit dem Fehlen der Thymidinkinase. Die cytosolische 
Thymidinkinase(63) ist im Gegensatz zur mitochondrialen Thymidinkinase 
zellzyklusabhängig; die Transkription wird Cyclin2abhängig reguliert. Die 
cytosolische Thymidinkinase(TK1) gilt als Proliferationsmarker; die intrazelluläre 
Aktivität fehlt in ruhenden Zellen fast völlig, bei Eintritt in den Zellzyklus erfolgt 
eine verstärkte Transkription. In einer Vielzahl von Tumorzellen wurde eine erhöhte 
Aktivität der Thymidinkinase im Vergleich zum benignen Phänotyp 
beschrieben(53;55;69;78). Hierbei besteht keine Regulation innerhalb des Zellzyklus; 
die Thymidinkinase ist zumeist während aller Phasen des Zellzyklus erhöht. Ferner 
kann die Thymidinkinase in ihrer Aktivität durch eine reversible Phosphorylierung- 
und Dephosphorylierung inaktiviert bzw. reaktiviert werden(56). Dies erfolgt 
ebenfalls zellzyklusabhängig; bei Eintritt in die M-Phase erfolgt die Phosphorylierung 
am Serinrest13; in der G2-und der S-Phase liegt die Thymidinkinase in der 
dephosphorylierten Form vor(12;13;63). Die Substrataffinität der Thymidinkinase 
unterliegt ebenfalls einer Regulation: Thymidintriphosphat inhibiert den weiteren 
Umsatz von Thymidin zu Thymidinmonophosphat. Ferner ist die intrazelluläre ATP-
Konzentration entscheidend(63); bei hoher ATP-Konzentration bilden sich aus einer 
dimeren Form der Thymidinkinase Tetramere mit einer sehr viel höheren 
Substraffinität.(Km-Werte14 microM bzw. 0,5microM). Die weitere Phosphorylierung 
des Thymidinmonophosphat erfolgt über die Thymidinmonophosphatkinase zum 
Thymidindiphosphat und die Thymidindiphosphatkinase zum Thymidintriphosphat, 
das in die DNA eingebaut wird. Neben dem Einbau exogenen Thymidins ist die Zelle 
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jedoch zur Eigensynthese des Thymidins befähigt. Diese erfolgt aus 
Uridinmonophosphat zu Thymidinmonophosphat und wird von der 
Thymidylatsynthetase katalysiert. Die Methylierung von Uracil zu Thymin erfordert 
Tetrahydrofolat.(23;24;25) Folglich kann das zur Zellproliferation benötigte 
Thymidin-Monophosphat unter Umgehung der Thymidinkinase über die 
Eigensynthese bereitgestellt werden. Die Phosphorylierung exogenen Thymidins 
kann auch als salvage pathway angesehen werden. Da der Einbau des ³H-Thymidin, 
nicht jedoch des ³H-Thymidinmonophosphat blockiert ist, ist die Thymidinkinase auf 
zellulärer Ebene offenbar nicht aktiv, d.h. die Aktivität innerhalb der 
Mesotheliomzelle fehlt oder ist stark vermindert. Dies könnte einerseits durch ein 
defektes oder blockiertes Thymidinkinase-Gen oder über eine Hemmung durch 
Thymidintriphosphat zustandekommen. Eine extrahierbare erhöhte 
Thymidinkinasekonzentration aus Tumorbiopsien wurde beschrieben; allerdings war 
dies im wesentlichen bei sarkomatösen Mesotheliomen(28) deutlich: Untersuchungen 
auf zellulärer Ebene liegen nicht vor. Damit fehlt die Abgrenzung der erhöhten 
Thymidinkinase in den neoplastischen von den reaktiven Zellelementen innerhalb des 
Tumors. Eine Aussage über die Aktivität bzw. möglichen Substratumsatz der 
extrahierten Thymidinkinase wurde ebenfalls nicht getroffen. Eine Beschleunigung 
des Tumorwachstums und im Vergleich zum ursprünglichen Tumor erheblich 
gesteigerte Aktivität der Thymidinkinase wurde jedoch an Xenotransplantaten an der 
Nacktmaus beschrieben(37). Ein Gendefekt ist somit weniger wahrscheinlich;  die 
Bevorzugung der Eigensynthese seitens der Mesotheliomzelle mit konsekutiver 
Blockierung der Thymidinkinase ist wahrscheinlicher. Eine Bevorzugung der 
Thymidineigensynthese gegenüber dem salvage pathway wurde an proliferierenden 
Keratinozyten beschrieben; die ³H-Thymidinaufnahme korrelierte daher nicht mit der 
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Zellproliferation(16). An Leukämiezellen der akuten Monozytenleukämie wurde eine 
geringe Erhöhung der Thymidinkinase1, hingegen eine starke Erhöhung der Aktivität 
der Thymidinphosphorylase beschrieben(92). Eine Hemmung durch 
Thymidintriphosphat ist im Rahmen einer Genamplifikation der 
Thymidylatsynthetase denkbar. Neben dem Einbau in die DNA ist jedoch auch eine 
Spaltung des aufgenommenen Thymidins und Thymidinmonophosphats möglich. Die 
Thymidinphosphorylase spaltet Thymidin in Thymin und Desoxyribose. Diese kann 
u.a. auch auf Purinbasen übertragen werden.(23;24;25). Das überschüssige Thymin 
kann aus der Zelle aktiv sezerniert werden. Hierdurch läßt sich möglicherweise ein 
Konzentrationsgradient –autoradiografisch eine umschriebene Schwärzung im 
Bereich der Zellmembran- erklären. Thymidinmonophosphat ist eine energiereiche 
Substanz, deren Dephosphorylierung der Zelle die Bereitstellung energiereicher 
Phosphate ermöglicht. Die Dephosphorylierung des Thymidinmonophosphats wird 
von der alkalischen Phosphatase katalysiert; dieser wird eine pH-Wert-abhängige 
Regulation der DNA-Synthese zugeschrieben(23). Die Spaltung des Thymidins und 
des Thymidinmonophosphats findet im Cytoplasma statt. Die Markierung des 
Cytoplasmas- allerdings in wesentlich geringerem Umfang als der Zellkerne- wurde 
unter Bestrahlung an Pflanzenzellen beschrieben und mit einem Katabolismus 
aufgenommenen Thymidins in Verbindung gebracht(23;24;31). Die Schwärzung des 
Cytoplasmas in den Autoradiografien läßt sich möglicherweise über einen dort 
stattfindenden Thymidinabbau erklären. Die aktive Aufnahme nicht für die DNA-
Synthese benötigten Thymidinmonophosphats dient vermutlich der 
Energiegewinnung. Die Aufnahme des Thymidinmonophosphats ins Cytoplasma ist 
besonders ausgeprägt in benignen Mesothelien und Mesotheliomzellen, fehlt jedoch 
in sp3. Benigne Mesothelien vermehren sich im Vergleich zu Mesotheliomzellen 
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deutlich langsamer, was eine geringere DNA-Synthese nach sich zieht; in 
Mesotheliomzellen ist vermutlich die Eigensynthese von Thymidinmonophosphat 
aufgrund von Genamplifikationen der Thymidylatsynthetase erhöht. Ein Abbau 
überschüssig vorhandenen Thymidinmonophosphats ließe sich in diesem Rahmen 
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Abb. 38 Der Thymidinstoffwechsel 
De novo-Synthese                                            salvage-Metabolismus 
Uridindiphosphat Desoxyuridindiphosphat          Thymidin und Desoxyribose   
Desoxyuridinmonophosphat                                                Desoxythymidin 
 
                                    Thymidylatsynthetase                    Thymidinkinase 
                       Desoxythymidinmonophosphat                                                               
                      Desoxythymidindiphosphat 
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4.2. Inkorporation von Thymidin und Thymidinmonophosphat in  behandelte 
Zellen  
4.2.2.1 Behandlung mit Interferon 
Zunächst fällt wiederum die fehlende Kerndarstellung mit ³H-Thymidin an den 
Mesotheliomzellen auf. Die Kerndarstellung mit ³H-Thymidinmonophosphat nimmt  
innerhalb von drei Tagen kontinuierlich ab und verschwindet nahezu vollständig. 
Eine morphologische Veränderung der Zellen zeigt sich nicht. Ferner fällt die 
zunehmende Schwärzung der Zellmembran und des Zytoplasmas an den beiden erste 
Expositionstagen auf. Am dritten Expositionstag verschwindet diese wiederum. 
Interferon bindet zunächst an einen Rezeptor an der Zelloberfläche und führt über 
Proteine zu einer Signaltransduktion(15) zum Zellkern und verändert zahlreiche 
Genaktivitäten. Interferon modifiziert die Wirkung verschiedener Wachstumsfaktoren 
und modifiziert damit die Zellproliferation. Auch eine Induktion der 
Thymidinphosphorylase in Coloncarcinomen(80;82) und Nierenzellcarcinomen(52) 
wurde beschrieben. Dies wird in Therapieprotokollen zur Behandlung kolorektaler 
Carcinome bzw. zur Behandlung von Nierenzellcarcinomen genutzt. Das 
Zytostatikum 5-Fluorouracil wird über die Thymidinphosphorylase aktiviert, die 
Kombination mit Interferon soll die Wirksamkeit des Zytostatikums über die 
Enzyminduktion und damit über die verstärkte Aktivierung im Tumor erhöhen. Die 
verminderte Kerndarstellung ist über die verminderte mitotische Aktivität, die 
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vermehrte Markierung des Cytoplasmas über einen vermehrten Katabolismus des 
Thymidins erklärlich. 
4.2.2.2    Behandlung mit Taxol sowie Kombinationen aus Interferon und Taxol 
Bei den Taxol-behandelten Zellen zeigt sich neben der fehlenden Kerndarstellung 
auch unter ³H-Thymidinmonophosphat ebenfalls eine starke Schwärzung des 
Cytoplasmas; dasselbe gilt für Kombinationen aus Interferon und Taxol. Für beide 
Substanzen wurde eine Induktion der Thymidinphosphorylase beschrieben. Diese ist 
überwiegend im Cytoplasma lokalisiert und spaltet Thymidin in Thymin und 
Desoxyribose. Auch ein durch Interferon induzierter Mangel an energiereichen 
Phosphaten und damit ein verstärkter aktiver Transport in die Zelle sind denkbar. 
Dies setzt jedoch die Vitalität der Zellen voraus. Nach drei Tagen ist dies nicht mehr 
zu beobachten; es findet nahezu keine Markierung mehr statt. Die wenigen 
überlebenden Zellen zeigen starke morphologische Veränderungen. Die Zellen sind 
abgerundet; das Zellvolumen ist stark vermehrt oder vermindert, was für das 
gleichzeitige Vorliegen von Nekrosen und Apoptosen spricht. Auf zellulärer Ebene 
wurde für Taxol eine Blockierung des Übergangs von der Metaphase zur Anaphase 
im Zellzyklus und die Induktion der Apoptose beschrieben. Taxol bindet an 
Mikrotubuli und verhindert dadurch deren Depolymerisation. Das antiapoptotische 
Membranprotein bcl2 wird phosphoryliert und damit inaktiviert.(11;33;34;44)  Ferner 
wurde eine vermehrte Apoptoserate durch vermehrte Bindung des CD95-
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Liganden(79) beschrieben. Eine zusätzliche DNA-Synthese findet hingegen nicht 
statt, obgleich die Zellen zum Teil mehrere Kerne aufweisen. 
4.3.1 Beurteilung des Zeitverlaufs der Tritium-Thymidin und Tritium-
Thymidinmonophosphatinkorporation 
Zunächst fällt bei der Mesotheliomlinie ZK 684 am ersten Expositionstag sowohl für 
Tritiumthymidin wie auch Tritiumthymidinmonophosphat kein signifikanter 
Unterschied zwischen behandelten und nicht behandelten Zellen auf. Allerdings ist 
die inkorporierte Aktivität bei Tritium-Thymidinmonophosphat deutlich höher als bei 
Tritiumthymidin. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Autoradiografien, die 
am ersten Expositionstag noch keine Kernmarkierung erkennen lassen. Am zweiten 
Expositionstag fällt die Inkorporation des Tritiumthymidinmonophosphat , nicht 
jedoch diejenige des Tritiumthymidin auf 30% der Kontrollgruppen ab. Die 
Gesamtinkorporation fällt lediglich bei kombinierter Behandlung mit Interferon und 
Taxol um ca. 30% ab. Auch diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den 
Autoradiografien: Am zweiten Expositionstag wird mit 
Tritiumthymidinmonophosphat, nicht jedoch mit Tritiumthymidin eine 
Kerndarstellung erzielt, die nach Behandlung mit Interferon und/oder Taxol jedoch 
nicht beobachtet wird. Die dennoch gemessene extrahierte Aktivität ist 
wahrscheinlich durch die Inkorporation ins Cytoplasma bedingt. Zu diesem Zeitpunkt 
sind in den Autoradiografien an den behandelten Zellen morphologische 
Veränderungen  erkennbar. Allerdings ist hier die fehlende 
Tritiumthymidininkorporation am ersten Expositionstag in den Autoradiografien 
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 und damit korrelierend die niedrige Tritiumthymidininkorporation am ersten 
Expositionstag auffällig. Ferner finden sich bereits am zweiten Expositionstag 
morphologische Veränderungen der Zellen und damit korrelierend ein geringerer 
Abfall der Inkorporation von Tritiumthymidinmonophosphat am zweiten Tag.  Die 
Tritiumthymidininkorporationsmethode basiert im wesentlichen auf der Annahme, 
daß das intrazelluläre, extrahierbare Thymidin während der S-Phase in die Zellkerne 
eingebaut wird und damit ein Maß für die DNA-Synthese darstellt.  Dies setzt jedoch 
die weitere Phosphorylierung des Thymidin voraus. Bei fehlender bzw. inaktiver 
Thymidinkinase ist lediglich der mit Tritiumthymidinmonophosphat durchgeführte 
Assay aussagekräftig. Ferner läßt diese Methode nur bedingt Rückschlüsse auf die 
intrazelluläre Verteilung des Tracers zu; der im Cytoplasma gelöste Anteil des in die 
Zellen aufgenommenen Thymidins stellt die säurelösliche Fraktion dar und wird 
überwiegend durch die Zugabe von Trichloressigsäure extrahiert und verworfen, 
wobei die Vollständigkeit der Abtrennung jedoch ungeklärt ist. Artefakte sind 
insbesondere bei Pharmaka, welche auch den Katabolismus des 
Tritiumthymidin/Tritiumthymidinmonophosphat beeinflussen, zu erwarten(Interferon 
bzw. Taxol). Bei den Ovarialcarcinomzellen zeigt sich eine deutliche Sensibilität 
gegenüber Interferon bzw. Kombinationen aus Interferon und Taxol, die sich in der 
Inkorporation von Tritiumthymidin und Tritiumthymidinmonophosphat 
gleichermaßen niederschlägt 
4.3.2 Aussagefähigkeit beider Methoden 
Die Autoradiografien geben Aufschlüsse über die intrazelluläre Verteilung des 
Tracers. Ein Quantifizierung der Thymidininkorporation in den einzelnen 
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Zellkompartimenten(Zellkern bzw. Cytoplasma ) ist mit dieser Methode jedoch 
ebenfalls nicht möglich. Die Blockierung der Tritiumthymidininkorporation in die 
Zellkerne im Gegensatz zur Inkorporation des Tritiumthymidinmonophosphat  und 
damit die fehlende Funktion der Thymidinkinase auf zellulärer Ebene läßt sich 
darstellen. Rückschlüsse über deren Zustandekommen, z.B. Gendefekt, Blockierung 
der Transkription oder Hemmung des Enzyms durch Substanzen im 
Cytoplasma(Feedback durch Tritiumthymidintriphosphat) bzw. verminderte 
Substraffinität, hervorgerufen durch ATP-Mangel, sind jedoch nicht möglich. 
Eine Klärung dieses Mechanismus der Inaktivierung der Thymidinkinase auf 
zellulärer Ebene könnte folgendermaßen erfolgen: 
Sollte sich aus den kultivierten Mesotheliomzellen aktive Thymidinkinase extrahieren 
lassen, scheidet eine Blockierung auf genetischer Ebene als Ursache aus. Enthalten 
die Mesotheliomzellen jedoch keine extrahierbare Thymidinkinase, so stellt sich die 
Frage, ob das Thymidinkinase-Gen selbst fehlt oder die Transkription blockiert ist 
oder eine posttranslationale Modifikation vorliegt. Dies wäre im einzelnen nur mit 
molekularbiologischen Methoden, z. B. Genomanalysen zu klären. Eine 
Substrathemmung durch im Überschuß vorhandenes Tritiumthymidintriphosphat 
ließe sich durch eine Blockierung der Thymidylatsynthetase überwinden. Sollte sich 
aus den Mesotheliomzellen eine Thymidinkinase extrahieren lassen, wären an der 
extrahierten und gereinigten Thymidinkinase enzymkinetische Untersuchungen zur 
Bestimmung des Km-Wertes sowie ATP-Abhängigkeit und Substrathemmung durch 
Thymidintriphosphat denkbar. 
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5. Zusammenfassung  
Ziel dieser Arbeit war es, das Verhalten benigner und maligner Mesothelzellen sowie 
vergleichsweise auch von Ovarialcarcinomzellen bei der Koloniebildungsmethode, 
der Autoradiographie und der Tritiumthymidininkorporation mit und ohne Taxol und 
Interferon systematisch zu untersuchen und besonders im Hinblick auf den 
Thymidinstoffwechsel zu interpretieren. 
Mesotheliomzellen reagieren in der Koloniebildungsmethode sensibel auf Interferon 
und Taxol sowie in besonderem Maße auf Kombinationen aus beiden Substanzen. 
Dies kann anhand der Thymidininkorporationsmethode nicht nachvollzogen werden. 
Die Autoradiografien zeigten eine Inkorporation des Tritiumthymidins ausschließlich 
in Cytoplasma der Mesotheliomzellen, während die Zellkerne völlig ausgespart 
waren. Im Gegensatz hierzu steht Tritiumthymidinmonophosphat, das sowohl in die 
Zellkerne wie auch ins Cytoplasma inkorporiert wird. Die Autoradiografien liefern 
zusätzliche Erkenntnisse über die jeweiligen Mechanismen der Zellschädigung; bei 
Interferon steht offensichtlich die Proliferationshemmung im Vordergrund, während 
eine morphologisch erkennbare Schädigung der Zellen nicht stattfindet. Bei Taxol 
wurden in wechselndem Ausmaß Nekrosen und möglicherweise auch Apoptosen 
induziert, was sich in der veränderten Zellgröße und-form niederschlägt. Eine 
Quantifizierung der im einzelnen beteiligten Phänomene erfordert die Untersuchung 
in einem Spezialassay und muß zunächst offenbleiben. 
Wird die Tritiumthymidininkorporationsmethode mit phosphoryliertem Thymidin als 
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Tracer durchgeführt, zeigt diese eine im Vergleich zur Kontrollgruppe um 40-80% 
rückläufige Inkorporation.  
Im Gegensatz zur den Mesotheliomzellen stehen benigne Mesothelien und 
Ovarialcarcinomzellen(sp3). Beide Zellreihen nehmen ³H-Thymidin in die Zellkerne 
auf. Im Bezug auf die Inkorporation des Tritiumthymidinmonophosphat 
unterscheiden sich benigne und maligne Mesothelzellen nicht 
Die Ergebnisse lassen folgende Schlußfolgerungen zu: 
In Mesotheliomzellen ist die Umwandlung von ³H-Thymidin zu ³H-
Thymidinmonophosphat blockiert. Dies spricht für eine stark verminderte Aktivität 
der Thymidinkinase. Als Ursache kommen in Betracht:  
-Ein fehlendes oder defektes Gen der Thymidinkinase                                               
-Eine gestörte Regulation der Genaktivität                                         
-Eine Inaktivierung der Thymidinkinase durch Phosphorylierung  
-Substratmangel- induziert durch die – möglicherweise erhöhte –
Thymidinphosphorylase 
-Eine Substrathemmung durch im Überschuß vorhandenes Thymidintriphosphat  
Die Bereitstellung des zur DNA-Synthese benötigten Thymidintriphosphats über die 
Eigensynthese ist anzunehmen; eine Genamplifikation der Thymidylatsynthetase 
daher wahrscheinlich.  
Eine Beeinflussung des Katabolismus von Thymidin und Thymidinmonophosphat 
durch Interferon und Taxol ist ebenfalls anzunehmen. 
Die ³H-Thymidininkorporationsmethode ist beim malignen Mesotheliom kein 
adäquater Proliferationsassay; lediglich bei Verwendung bereits phosphorylierten 
Thymidins als Tracer lassen die Meßwerte Rückschlüsse auf das 
Proliferationsverhalten der Mesotheliomzelle zu. 
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Ausblick 
Der Thymidinstoffwechsel der Mesotheliomzelle läßt eine geringe Sensibilität 
gegenüber Zytostatika erwarten, die über die Thymidinkinase aktiviert werden. Eine 
Kombination von Zytostatika, die über die Thymidinphosphorylase aktiviert werden, 
mit Interferon erscheint jedoch wegen der wahrscheinlichen Enzyminduktion 
denkbar. Ein Fehlen oder eine verminderte Aktivität der Thymidinkinase bedingt für 
die betroffene Tumorzelle die Notwendigkeit, den Thymidinbedarf ausschließlich 
über die Eigensynthese zu decken, da exogen zugeführtes Thymidin nicht oder nur 
verzögert phosphoryliert und damit in die DNA eingebaut werden kann. Eine 
Hemmung der Thymidylatsynthetase eröffnet bei fehlender Thymidinkinase in den 
Mesotheliomzellen die Möglichkeit, die Mesotheliomzellen selektiv in einen 
thymidinlosen Zustand zu versetzen. Ein Kompensationsmöglichkeit durch exogen 
zugeführtes Thymidin besteht nur, falls die Mesotheliomzellen den salvage pathway 
der Thymidinutilisation reaktivieren können. Dabei spielt der Mechanismus der 
Thymidinkinaseinaktivierung eine entscheidende Rolle; eine genetische Inaktivierung 
läßt sich kaum überwinden. Eine Hemmung durch Thymidintriphosphat ist bei Fehlen 
der Thymidylatsynthetase nicht mehr zu erwarten. Ferner spielt der ATP-Gehalt der 
Mesotheliomzelle hierbei eine  entscheidende Rolle. Inhibitoren der 
Thymidylatsynthetase sind z.B. 5-Fluorouracil und Methotrexat. Ein neuer 
hochspezifischer Inhibitor der Thymidylatsynthetase ist Tomudex(2), das sich derzeit 
in klinischer Erprobung zur Therapie  kolorektaler Carcinome befindet. 
Resistenzentwicklungen sind u. a. durch Genamplifikationen der 
Thymidylatsynthetase beschrieben. Im klinischen Einsatz wäre ein 
Hochdosisprotokoll unter Einschluß eines Thymidin-Rescue, d. h. eine exogene 
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Thymidinzufuhr denkbar. Exogenes Thymidin käme gesundem Gewebe, z. B. das 
Knochenmark zugute, während Mesotheliome dieses vermutlich nicht 
phosphorylieren und damit nicht in die DNA einbauen können. Die Wirkung des 
Tomudex gegen die Mesotheliome wäre daher wahrscheinlich nicht beeinträchtigt, 
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7.   Anhang(Tabellen)
Tab. 8 zu S.9, Kap3.1
Toxizität von Interferon und Taxol auf oxische und anoxische ZK 70 Mesotheliomzellen
 
oxisch anoxisch
Kontrolle Anzahl der Kolonien Kontrolle Anzahl der Kolonien
251 Mittelwert 261 Mittelwert
255 249,83 279 268,5
238 281
245 Standardabw. 263 Standardabw.
241 10,4 258 8,78
269 269
269 269
6ng Taxol Anzahl der Kolonien 6 ng Taxol Anzahl der Kolonien
122 Mittelwert 132 Mittelwert
116 120,33 144 135,5
123 123
131 Standardabw. 122 Standardabw.
112 6 138 10,3
118 152
12 ng Taxol Anazhl der Kolonien 12ng Taxol Anzahl der Kolonien
83 Mittelwert 98 Mittelwert
79 84,3 93 94
85 101
89 Standardabw. 87 Standardabw.
91 4,57 94 4,54
79 101
25 I. E. Int. Anzahl der Kolonien 25 I. E. Int. Anzahl der Kolonien
91 Mittelwert 103 Mittelwert
75 85 110 105,5
81 112
85 Standardabw. 98 Standardabw.
87 5,65 109 5,12
91 101
6ng Tax+25I.E. Anzahl der Kolonien 6ng Tax+25I.E. Anzahl der Kolonien
11 Mittelwert 15 Mittelwert
9 10,5 10 11,5
5 11
12 Standardabw. 8 Standardabw.
16 3,3 16 2,98
10 9
12 ng +25I.E.Int Anzahl der Kolonien 12 ngTaxol+25I.E.Anzahl der Kolonien
3 Mittelwert 5 Mittelwert
7 6,83 3 7,16
9 7
6 Standardabw. 8 Standardabw.
8 2,26 10 2,26
10 8
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Tab.9 zu Kap. 3.1 auf S.10-11
Proteinbezogener Tritium-Thymidin-Einbau
bei : ZK 70 Mesotheliomzellen
Kontrolle Mittelwert            Standardabweichung
Aktivität (pCi) Protein (µg) pCi Akt. / µg Protein 184,13 30,59
30920 149,1 207,38











12ng Taxol Mittelwert :           Standardabweichung
Aktivität (pCi) Protein (µg) pCi Akt. / µg Protein 140,78 27,59
14990 100,6 149,01





100IE ß-Int. Mittelwert             Standardabweichung
Aktivität (pCi) Protein (µg) pCi Akt. / µg Protein 161,64 21,30
16660 127,6 130,56





12ng+100IE Mittelwert :          Standardabweichung:
Aktivität (pCi) Protein (µg) pCi Akt. / µg Protein 109,52 21,30
13210 88,77 148,81
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Tab. 10  zu Kap. 3.8 auf S. 35
Zeitverlauf des proteinbezogenen Tritiumthymidineinbaus bei ZK 684 Mesotheliomzellen
Proteinbezogener Tritium-Thymidineinbau Tag 1.
Kontrolle
Aktivität (pCi) Protein (µg) pCi Akt. / µg Protein
3100 144,5 21,45 Mittelwert : ´                 Standardabweichung






Aktivität (pCi) Protein (µg) pCi Akt./µg Protein
3950 131,6 30,02 Mittelwert ´                  Standardabweichung





100 IE ß Int.
Aktivität (pCi) Protein (µg) pCi Akt. / µg Protein
2390 144,5 16,54 Mittelwert : ´                 Standardabweichung






Aktivität (pCi) Protein (µg) pCi Akt. / µg Protein
3890 100,6 38,67 Mittelwert : ´                 Standardabweichung
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Tab. 11 zu Kap. 3.8 auf S. 35
Zeitverlauf des proteinbezogenen Tritiumthymidineinbaus bei Zk 684 Mesotheliomzellen
Proteinbezogener Tritium-Thymidineinbau Tag2
Kontrolle
Aktivität (pCi) Protein (µg) pCi Akt/µg Protein
5300 335,7 15,79 Mittelwert : Standardabweichung






Aktivität (pCi) Protein (µg) pCi Akt./µg Protein
6170 331,2 18,63 Mittelwert Standardabweichung





100 IE ß Int.
Aktivität (pCi) Protein (µg)            pCi Akt. / µg Protein
5930 279 21,25 Mittelwert : Standardabweichung






Aktivität (pCi) Protein (µg) pCi Akt. / µg Protein
4750 183,2 25,93 Mittelwert : Standardabweichung









Aktivität (pCi) Protein (µg)              pCi Akt. / µg Protein
7590 218,6 34,72 Mittelwert : Standardabweichung






Aktivität (pCi) Protein (µg)          pCi Akt./µg Protein
6800 115 59,13 Mittelwert Standardabweichung





100 IE ß Int.
Aktivität (pCi) Protein (µg)              pCi Akt. / µg Protein
5050 120,3 41,98 Mittelwert Standardabweichung






Aktivität (pCi) Protein (µg)            pCi Akt. / µg Protein
6440 135,4 47,56 Mittelwert Standardabweichung
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Tab. 13 zu Kap. 3.9 auf S. 36-37
Zeitverlauf des proteinbezogenen Tritiumthymidinmonophosphateinbaus
Proteinbezogener Tritiumthymidinmonophosphateinbau am Tag 1
Kontrolle
Aktivität (pCi) Protein (µg)                pCi Akt. / µg Protein
11600 88,54 131,01 Mittelwert : Standardabweichung






Aktivität (pCi) Protein (µg)              pCi Akt./µg Protein
20270 85,2 237,91 Mittelwert Standardabweichung





100 IE ß Int.
Aktivität (pCi) Protein (µg)  pCi Akt. / µg Protein
8480 90,81 93,38 Mittelwert : Standardabweichung:






Aktivität (pCi) Protein (µg)           pCi Akt. / µg Protein
17010 99,88 170,30 Mittelwert Standardabweichung
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Tab. 14 zu Kap. 3.9 auf S. 36-37
Zeitverlauf des proteinbezogenen Tritiumthymidinmonophosphateinbaus
Proteinbezogener Tritiumthymidinmonophosphateinbau am Tag 2
Kontrolle
Aktivität (pCi) Protein (µg) pCi Akt./µg Protein
28130 112 251,16 Mittelwert Standardabweichung






Aktivität (pCi) Protein (µg)              pCi Akt./µg Protein
23890 246,5 96,92 Mittelwert Standardabweichung





100 IE ß Int.
Aktivität (pCi) Protein (µg)                pCi Akt. / µg Protein
9700 116,5 83,26 Mittelwert : Standardabweichung






Aktivität (pCi) Protein (µg)      pCi Akt./µg Protein
6420 105,2 61,03 Mittelwert Standardabweichung
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Zeitverlauf des proteinbezogenen Tritiumthymidinmonophosphateinbaus 
Proteinbezogener Tritiumthymidinmonophosphateinbau am Tag 3
Kontrolle
Aktivität (pCi) Protein (µg)          pCi Akt. / µg Protein
36690 65,1 563,59 Mittelwert Standardabweichung






Aktivität (pCi) Protein (µg)          pCi Akt./µg Protein
30850 57,6 535,59 Mittelwert Standardabweichung





100 IE ß Int.
Aktivität (pCi) Protein (µg)            pCi Akt. / µg Protein
12780 45,2 282,74 Mittelwert : Standardabweichung






Aktivität (pCi) Protein (µg)            pCi Akt. / µg Protein
9320 52,6 177,19 Mittelwert Standardabweichung
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Tab. 16 zu Kap. 3.10 auf S. 35
Proteinbezogener Tritium-Thymidin-Einbau
bei : Sp 3 Ovarialkarzinomzelle
Kontrolle Mittelwert           Standardabweichung













12ng Taxol Mittelwert          Standardabweichung







100IE ß-Int. Mittelwert           Standardabweichung







12ng+100IE Mittelwert            Standardabweichung
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Tab. 17 zu Kap. 3.11 auf S. 39
Proteinbezogener Tritiumthymidinmonophosphateinbau bei sp3-Ovarialcarcinomzellen
Kontrolle
Aktivität (pCi) Protein (µg)            pCi Akt. / µg Protein
68510 25,66 2669,91 Mittelwert           Standardabweichung












Aktivität (pCi) Protein (µg)            pCi Akt. / µg Protein
60030 46,46 1292,08 Mittelwert            Standardabweichung 






Aktivität (pCi) Protein (µg)           pCi Akt. / µg Protein
65240 37,45 1742,06 Mittelwert           Standardabweichung






Aktivität (pCi) Protein (µg)            pCi Akt. / µg Protein
21180 67,96 311,65 Mittelwert               Standardabweichung
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